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A Doenca de Alzheimer (DA) é considerada a principal causa de deméncia em idosos no
mundo. Essa doenca afeta o Sistema Nervoso Central (SNC), principalmente o cortex
cerebral e 0 hipocampo, que sédo areas responsaveis pelos processos de aprendizagem e
memoria, por isso a busca por novas terapias para o tratamento dessa patologia é
constante. Estudos indicam que a Vitamina Ds; (VD3) pode estar envolvida nas funcdes de
neurotransmissao, neuroprotecdo, neuroimunomodulacdo e diversos processos cerebrais,
além de estar envolvida na homeostase do célcio (Ca?"). Sendo assim, o objetivo deste
estudo foi investigar os efeitos da VD3 sobre a memdéria e na atividade das enzimas AChE,
NTPDase e 5'Nucleotidase em hipocampo de ratos submetidos a um modelo de Deméncia
Esporadica do Tipo Alzheimer (DETA) em ratos. Para isso, foram utilizados um total de 40
ratos machos Wistar, pesando entre 350- 400g, divididos em 8 grupos: controle, Vitamina
D3 12,5 pg/kg, Vitamina Dz 42 pg/kg, Vitamina Ds 125 pg/kg, estreptozotocina (STZ),
estreptozotocina + Vitamina Ds 12,5 pg/kg, estreptozotocina + Vitamina Dz 42 ug/kg,
estreptozotocina + Vitamina D3 125 pg/kg. Os animais foram anestesiados com Ketamina e
Xilazina (0.5 mg/kg) e receberam uma injecdo bilateral de estreptozotocina (3mg/kg)
intracerebroventicular (icv). Apés o procedimento cirdrgico 0s animais passaram por um
periodo de recuperacdo de 72 horas. Em seguida os animais foram tratados com VD3, via
oral, durante 21 dias. Os testes comportamentais de campo aberto e reconhecimento de
objetos foram realizados do 21° ao 24° dia ap0s a cirurgia. Logo apds 0 24° dia os animais
foram anestesiados com isoflurano e eutanasiados. Em relacdo os niveis de VDs em soro,
foi observado um aumento significativo (P<0.05) nos grupos que receberam as maiores
doses. Um déficit de memodria foi encontrado no grupo STZ, no entanto, o tratamento com
VD3 mostrou-se eficiente em prevenir esta perda de meméria (P<0,05). Quanto a atividade
da AChE, foi encontrado um aumento em hipocampo no grupo STZ, sendo que esse
aumento foi atenuado pela administracdo de VDs; (P<0,05). Os animais do grupo com
Deméncia também apresentaram uma reducédo na hidrélise de ATP e a VD; foi capaz de
prevenir este efeito (P<0,05). Além disso, a VDs foi capaz de reverter o aumento na
hidrélise de ADP e a diminuic&o da hidrélise de AMP causada pela injecdo icv-STZ. Desta
forma, este estudo mostrou que a administracdo de VDs; é capaz de manter a
neurotransmissao colinérgica, a homeostase do sistema purinérgico, bem como melhorar a
memoria em animais com DETA.

Palavras- chave: Deméncia; memoria; Vitamina D3; acetilcolinesterase; E-NTPDase; E-5'-
nucleotidase.
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Alzheimer's disease (AD) is considered the main cause of dementia in elderly people
worldwide. This disease affects the central nervous system (CNS), especially the cerebral
cortex and hippocampus, areas that are responsible for the processes of learning and
memory, for this the search for new therapies to treat this condition is constant. Studies
indicate that Vitamin Ds; (VDs) may be involved in the functions of neurotransmission,
neuroprotection and neuroimmunomodulation in different brain processes, in addition to
being involved in the homeostasis of calcium (Ca?*). Thus, the aim of this study was to
investigate the effects of VD3 on memory and in the activity of enzymes AChE, NTPDase
and 5'-Nucleotidase in the hippocampus of rats submitted to a model of sporadic dementia
of the Alzheimer type (DETA) in rats. For this, a total of 40 male Wistar rats were used,
weighing between 350-400g were divided into 8 groups: control, Vitamin D3 12.5 ug/kg,
Vitamin D3 42 pg/kg, Vitamin Ds 125 pg/kg streptozotocin (STZ), streptozotocin + Vitamin
D3 12.5 pg/kg streptozotocin + Vitamin Ds 42 pg/kg streptozotocin + Vitamin Dz 125 pg/kg.
The animals were anesthetized with ketamine and xylazine (0.5 mg/kg) and received a
bilateral injection of streptozotocin (3mg/kg) intracerebroventicular (icv). After surgery the
animals was submitted a recovery period for 72 hours. Then the animals were treated with
VD; orally for 21 days. Behavioral tests of open field and object recognition were realized
from 21st to 24th day after surgery. After the 24th day the animals were anesthetized with
isoflurane and euthanized. In relation to VDs levels in serum, a significant increase (P<0.05)
was observed in the groups that received the highest doses. A memory deficits in STZ
group has been found, however, the treatment with VDs; shown to be effective in the
preventing of loss of memory (P<0.05). Regarding the AChE activity was found increased in
the hippocampus in STZ group, and this increase was attenuated by administration of VD3
(P<0.05). Animals of group with Dementia also showed a reduction in ATP hydrolysis and
VD3; was able to prevent this effect (P<0.05). Furthermore, VD3 was able to reverse the
increase in the hydrolysis to ADP and the decrease in AMP hydrolysis by STZ-icv. Thus,
this study showed that administration of VDs; is capable of maintaining cholinergic
neurotransmission, the homeostasis of the purinergic system as well as improve memory in
animals with SDAT.

Keywords: Dementia; memory; vitamin Ds; acetylcholinesterase; E-NTPDase; E-5'-
nucleotidase.



VIl. APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta dissertacédo estdo apresentados sob a forma
de um manuscrito, o qual se encontra no item Manuscrito. As se¢cdes Materiais e
Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias encontram-se no proprio
manuscrito e representam a integra deste estudo.

O item Conclusbes encontra-se no final desta dissertacdo e apresenta
interpretagbes e comentérios gerais sobre o manuscrito contido neste trabalho.

As referéncias referem-se somente as citacdes que aparecem no item Introducéo
desta dissertacéao.

O manuscrito esta estruturado de acordo com as normas da revista cientifica para

o qual foi submetido: Life Science.
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Introducao

O primeiro caso de deméncia Senil foi descoberto em 1906 por Alois
Alzheimer, no entanto, ja havia relatos de deméncia mesmo antes desta data,
remontando aos antigos médicos e filosofos gregos e romanos (BERCHTOLD e
COTAMAN, 1998). Com o passar dos anos, o conceito de deméncia senil evoluiu a
partir da nog&o de que o declinio cognitivo ocorre na velhice. Atualmente o conceito
de deméncia é definido por um conjunto de caracteristicas clinicas e patologicas.

A descoberta da doenca de Alzheimer (DA) no inicio do século 20 foi
decisiva para a compreensdo da deméncia senil, e os achados histologicos
apresentados pelos primeiros pesquisadores da doenca, continuam a ser
relevantes até hoje (BERCHTOLD e COTMAN, 1998).

Segundo a Associacdo Internacional da Doenca de Alzheimer (ADI)
aproximadamente 35,6 milhdes de pessoas em 2010 convivem com o Alzheimer e
a estimativa é de que este numero praticamente dobre a cada 20 anos
(WORTMANN, 2012). Além disso, a DA é considerada a desordem neurolégica
com maior perspectiva de crescimento (STIX, 2010). Atualmente, ndo existe uma
descricdo precisa para essa desordem, jA que sua fisiopatologia é complexa e
envolve multiplas vias de danos neuronais (STIX, 2010).

Essa doenca apresenta inUmeras alteracdes no Sistema Nervoso Central
(SNC), sendo que a principal delas é o acumulo extracelular de placas beta-
amildide (AB) e emaranhados neurofibrilares causados pela hiperfosforilacdo da
proteina tau (STIX, 2010), devido a esse fato, a maioria das pesquisas realizadas
atualmente sédo focadas na descoberta de medicamentos para reduzir 0s niveis
dessa hiperfosforilacéo no cérebro (BARREDA e AVILA, 2011).

O acumulo extracelular de placas beta-amildéide (AB) causa um processo
inflamatorio que é iniciado pelos elevados niveis de citocinas e quimiocinas no
cérebro de pacientes com DA (AKIYAMA, et al., 2000; MOORE e O’ BANION,
2002). Esse processo inflamatério € caracterizado por astrogliose, microgliose e
alteracbes nos niveis de proteinas de fase aguda (WALSH e SELKOE, 2004). Por
isso, a DA também pode ser considerada uma doencga inflamatoria cerebral
caracterizada por astrogliose e microgliose (NATHAN, et al.,, 2005; WALSH e
SELKOE, 2004).
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Estudos tém demonstrado que a Diabetes Mellitus tipo I, € um importante
fator de risco para o desenvolvimento de doencas cognitivas como a DA (LIU et al.,
2011). Recentemente, estudos realizados em cérebros humanos, post-mortem,
associaram como caracteristica molecular e patolégica da DA a reducdo da
expressédo de insulina e genes do IGF (insulin-like growth factor) e seus receptores
correspondentes (LIU et al., 2011).

E amplamente conhecido que o envelhecimento pode resultar em déficits
de memoaria afetando assim a realizacdo das atividades diarias da populacéo idosa
(SALTHOUSE, 2003). E possivel que esse declinio cognitivo, seja resultado do
processo de envelhecimento associado a doengas neurodegenerativas (KRUEGER
e SALTHOUSE, 2011), colaborando para o declinio na velocidade de
processamento de informacbes e também em deméncia (SOUBELET e
SALTHOUSE, 2011). Nesse sentido, Mu e Gage (2011) relataram que os neurdnios
do hipocampo estdo especialmente vulneraveis a neurodegeneragdo causada pela
DA. Esses neurdnios possuem um importante papel na aprendizagem e na
memoria.

A deméncia € uma desordem cerebral caracterizada pelo declinio em
varias funcdes mentais superiores, tais como: memobria, inteligéncia e
personalidade, causando prejuizos no funcionamento cerebral e nas atividades
diarias (CSHA, 1994). A prevaléncia da deméncia aumenta com a idade, dobrando
a cada cinco anos entre as idades de 60 e 90 anos (CORRADA et al., 2008). Essa
deméncia € reconhecida nos paises desenvolvidos como um grande problema
social, médico e econbmico (GAO et al.,, 1998). Recentemente, a deméncia
também esta se tornando um grande problema nos paises em desenvolvimento,
onde até poucos anos atras ela ainda praticamente ndo existia (ZILKENS et al.,
2013).

Mais de 50 milhGes de pessoas no mundo tém deméncia, e a causa mais
comum desta deméncia é a DA (ADLARD et al., 2009). A DA é dividida em duas
formas principais, nomeadas familiares (DAF) e esporadicas (DAS) caracterizadas
por déficits cognitivos e perda neuronal no SNC (MICHON, 2009; REED et al.,
2009).

A DAF (que é considerada a forma de inicio precoce), ocorre

principalmente em adultos jovens, ela tem forte correlagdo entre a genética e tragcos
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da patogénese da DA, assim como mutacdes na proteina precursora de amildide
(APP) (BERNARDI et al., 2009). No entanto, a DAS é uma doenca multifatorial,
onde estdo envolvidos fatores genéticos e epigenéticos (ZAWIA et al., 2009), suas
mutacbes genéticas sdo no gene da apolipoproteina E (APOE) mais
especificamente no alelo 4 (WHARTON et al., 2009) e no gene PS-2 promotor de
polimorfismo (LIU et al., 2008). Além disso, muitos estudos indicam que o0s
distarbios de vérios aspectos do metabolismo celular parecem ter importancia
patolégica na DAS.

Alguns dos aspectos patologicos da DAS em seres humanos podem ser
mimetizados pela administracdo intracerebroventricular (icv) de estreptozotocina
(STZ) em ratos, o que levaria a Deméncia Esporadica do Tipo Azheimer (DETA)
(TOTA et al., 2010; SHARMA & GUPTA, 2001). Mais importante ainda, € que
doses subdiabetogenicas de icv-STZ podem induzir alteracdes no receptor cerebral
de insulina (RI), mudangas na sinalizacdo da insulina e, consequentemente,
alteracbes comportamentais, neuroquimicas, bioquimicas, morfologicas e
histologicas semelhantes ao envelhecimento cerebral, além de alterar o sistema
colinérgico (AGRAWAL, 2009; AWASTHI et al., 2010, SALKOVIC- PETRISIC,
2008).

No cérebro dos animais, uma reducdo nos niveis de glicose e do
metabolismo energético, principalmente no hipocampo, tém sido descrita a partir da
primeira semana apés a administracdo de icv-STZ (PATHAN et al., 2006) o que
consequentemente, gera uma disfuncdo mitocondrial (Figura 1) (AGRAWAL, et
al., 2009). Além disso, através da utilizacdo de um farmaco blogueador do canal de
calcio (lercanidipina) (SONKUSARE et al., 2005), observou-se que a administracao
icv-STZ reduz a disponibilidade de energia ao mesmo tempo em que causa um
aumento no célcio citoplasmatico (Ca?*) (MULLER et al., 1998). J& foi relatado que
as funcdes cerebrais dependentes de ATP sdo afetadas por falhas no estado
energético cerebral. Essas alteracbes neuroquimicas e estruturais foram
observadas logo apos duas semanas de administracdo icv-STZ e podem persistir
por mais 12 semanas apo0s a inducdo da DETA, acompanhadas de déficits
progressivos na aprendizagem e memoria (HOYER et al., 1999), desempenhando

assim um papel importante na patogénese da DAS.
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Figura. 1. Mecanismo de acdo da estreptozotocina intracerebroventricular administrado em ratos
Gutierres et al., 2009.

Vérios estudos apontam a perda de marcadores colinérgicos colina-
acetiltransferase (ChAT) e acetilcolinesterase (AChE), no tecido post-mortem de
pacientes com a doenca como um dos principios centrais da DA, o que também foi
encontrado em animais com DETA induzida por icv-STZ (MEHAN et al., 2012).A
AChE é uma enzima amplamente pesquisada devido a sua grande importancia
fisiologica e envolvimento em patologias neurodegenerativas. Inibidores da sua
atividade tém sido estudados com a finalidade de diminuir os efeitos
hipocolinérgicos causados pelo aumento da atividade da AChE na DA (DAS et al.,
2001).

O sistema colinérgico possui um dos mais importantes papéis modulatorios
no SNC, ja que desempenha papel fundamental na regulacéo de inUmeras funcdes
vitais relacionadas ao comportamento, assim como o aprendizado e a memodria,
além de controlar o fluxo sanguineo cerebral (MESULAM et al., 2002; PERRY et
al., 1999). Os principais componentes do sistema colinérgico sédo: a acetilcolina
(ACh), a colina-acetiltransferase (ChAT), o transportador de colina (TCH), o

transportador de acetilcolina vesicular (TAChV), os receptores de acetilcolina
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muscarinicos (AChRm) e os nicotinicos (AChRn) e a acetilcolinesterase (AChE)
(KAWASHIMA e FUJII, 2000; SARTER e PARIKH, 2005).

Desde o inicio da historia da evolu¢cdo e antes mesmo do surgimento do
sistema nervoso nos animais, a acetilcolina (ACh) € considerada uma importante
molécula sinalizadora. Nessa é€época, ela era encontrada em bactérias,
protozodrios, algas e plantas (GOTTI e CLEMENTI, 2004; KAWASHIMA e FUGI,
2003). A neurotransmisséo quimica foi investigada por Otto e Loewi (1921) e a ACh
foi entdo identificada como uma substancia cardioativa liberada pelo nervo vago
(VAN DER ZEE e LUITEN, 1999). Dessa forma, a ACh foi o primeiro composto
identificado como neurotransmissor e passou entdo a ser estudado nas sinapses
do SNC e do Sistema Nervoso Periférico (SNP) (DESCARRIES et al., 1997). A
ACh, seus receptores e 0 aparato enzimatico responsavel por sua sintese e
degradacdo constituem o sistema de neurotransmissao colinérgica (BRUNEAU e
AKAABOUNE, 2006).

A sintese de ACh ocorre a partir da transferéncia de um grupo acetil de uma
molécula de acetil coenzima A (acetil CoA), vinda da metabolizacdo celular da
glicose, para uma molécula de colina. Esta reacdo é catalisada pela enzima colina
acetiltransferase (ChAT), presente principalmente no citoplasma da célula
colinérgica (Figura 2). A ACh recém sintetizada é, logo em seguida armazenada
em vesiculas, através da atividade do transportador vesicular de acetilcolina
(VAChT), que utiliza o gradiente eletroquimico da bomba H*-ATPase e realiza a
troca de dois prétons H* presentes no Iimen vesicular por uma molécula de ACh
do citoplasma (NGUYEN et al., 1998). Na fenda sinaptica, a enzima
acetilcolinesterase (AChE) hidrolisa a ACh, a colina liberada é entao reciclada apos
captacdo pelo transportador de colina de alta afinidade (ChT1l) do neurdnio
colinérgico (RAND, 2007).
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Figura 2: Esquema de uma sinapse colinérgica: Acetilcolina (ACh), acetilcolinesterase sinaptica
(AChE-S), receptor muscarinico do tipo 1 (M1), receptor muscarinico do tipo 2 (M2), transportador
de ACh vesicular (TAChV). Adaptado de Soreq & Seidman, (2001).

A AChE possui diversas formas moleculares no organismo, a globular e a
assimétrica dependendo da sua conformacao espacial (Figura 3). A forma globular
apresenta-se como uma montagem homomérica de subunidades cataliticas que
aparecem como mondmeros, dimeros ou tetrdmeros originando, respectivamente,
as seguintes formas globulares (G): G1, G2 e G4, sendo cada uma delas
predominante em alguns tecidos. Outra classe de AChE é a forma assimétrica que
apresenta-se como uma montagem heteromérica das subunidades estrutural e
catalitica, onde a ligacdo através de pontes dissulfeto de uma molécula triplice
helicoidal de colageno a um, dois, ou trés tetrameros cataliticos resultam nas
formas estruturais assimétricas A4, A8 ou Al12, respectivamente (MASSOULIE et
al., 1993).
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Figura 3: Isoformas da acetilcolinesterase. Adaptada de (SMALL, 1996).

Véarios estudos tém relatado a importancia da participacdo do sistema
colinérgico em processos cognitivos. Um estudo realizado por Hunsaker et al.,
(2007), mostrou que a ACh em hipocampo possui grande importancia para a
formacdo da memodria espacial e também para o condicionamento contextual ao
medo (ROGERS e KESNER, 2004). Além disso, estudos realizados em nosso
laboratorio utilizando icv- STZ demonstraram um significativo aumento na AChE em
hipocampo e cértex de animais com DETA (GUTIERRES et al, 2014).

Estudos clinicos em pacientes com DA indicam uma disfuncédo importante na
regulacdo da ACh nas funcdes cognitivas (BLOKLAND, 1995). Entretanto o papel
biolégico da AChE ndo estd limitado apenas a transmissdo colinérgica, essa
enzima tem sido implicada em varias a¢des nao colinérgicas incluindo proliferacéo
celular (APPLEYARD, 1992), crescimento neuritico (CHACON et al.,, 2003) e
respostas a varios insultos como estresse e formacdo amildide (GRISARU et al.,
1999).

Estratégias clinicas para combater os transtornos cognitivos caracteristicos da
DA estdo sendo desenvolvidos com a expectativa de melhorar a disponibilidade de
ACh no SNC. Os agonistas de receptores colinérgicos (muscarinicos e nicotinicos),
potencializam o nivel endégeno de ACh (promotores e inibidores da sintese de
enzimas metabolizadoras). Dentre as varias abordagens testadas, a inibicdo da
AChE é a abordagem considerada mais eficaz até o momento (GIACOBINI, 1996).
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Outro sistema que constitui um importante alvo de estudos devido ao seu
papel em modular o SNC € o sistema purinérgico. Esse sistema estd envolvido em
varios processos fisiolégicos, como a neurotransmissdo, a neuromodulagéo, o
desenvolvimento do encéfalo e o reparo neuronal (CUNHA e RIBEIRO, 2000;
NORTH, 2002; SCHETINGER et al., 2007). Varios subtipos de receptores desse
sistema estdo distribuidos por todo o SNC (BURNSTOCK, 2007a).

O sistema purinérgico caracteriza-se pelo envolvimento de trés principais
componentes: 0s nucleotideos e nucleosideos extracelulares, os receptores
através dos quais estes nucleotideos exercem seus efeitos e as ectoenzimas
responsaveis pelo controle dos niveis extracelulares destas moléculas
(BURNSTOCK, 2006).

As acdes desse sistema sdo mediadas principalmente pelos nucleotideos
extracelulares de adenina (Figura 4). Os nucleotideos trifosfato de adenosina
(ATP) e difosfato de adenosina (ADP) bem como o nucleosideo adenosina (ADO)
sdo importantes moléculas sinalizadoras (ILLES e RIBEIRO, 2004; SCHETINGER
et al.,, 2007; YEGUTIN, 2008). O ATP € um neurotransmissor excitatorio nas
sinapses nervosas purinérgicas, podendo ser co-liberado juntamente com outros
neurotransmissores como a ACh e a noradrenalina através de vesiculas pré-
sinpticas dependentes de calcio.

Os nucleotideos e nucleosideos de adenina podem exercer seus efeitos
através da ativacdo de receptores purinérgicos subdivididos em dois grandes
grupos: P1 e P2. Os purinoreceptores do tipo 1 sdo mais eficientemente ativados
por adenosina, enquanto os receptores P2 sdo ativados principalmente por ATP
(BURNSTOCK, 2007b). Desta forma, o ATP modula a liberacdo de ACh através de
seu metabdlito adenosina e também pela presenca de receptores P2X e P2Y na
sinapse neuromuscular (DE LORENZO et al., 2006). Na sinapse neuronal o ATP é
degradado até adenosina pela acdo das ectonucleotidases (BURNSTOCK, 2006;
LING, et al., 2005), enquanto que a adenosina age na neuromodulagéo regulando a
liberacéo de vérios neurotransmissores (DUNWIDDIE e MASINO, 2001). Porém, na
DA essa liberagao de ATP pode ser afetada por anormalidades para as respostas
do Ca2? na micréglia (MC LARNON et al, 2005).

Além disso, 0s nucleotideos e o0 nucleosideo de adenina também s&o

reconhecidos por estarem envolvidos na formagcdo e na regulagcdo da
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sinaptogénese, plasticidade neuronal, proliferacdo de células gliais, e na
diferenciacdo de células progenitoras de oligodendrocitos (OPCs) (AGRESTI et al.,
2005; STEVENS et al., 2002; WINK et al., 2003).

Adenosine
AMP |
ADP
|
ATP
Figura  4: Estrutura dos nucleotideos e nucleosideos de adenina.

(http:/textbookofbacteriology.net/metabolismo.html). Acessado 05/05/2014.

Além disso, estruturas resseladas chamadas de sinaptossomas contém
componentes sinapticos obtidos a partir de fracdes homogéneas de vesiculas
sinapticas (BAlI & WITZMANN, 2007). Essas estruturas possuem uma grande
guantidade de mitocéndrias, e o ATP pode ser liberado dessas estruturas sob
estimulo, uma vez que esse nucleotideo possui grande importancia na
comunicacéo celular e transducéo de sinais. Dessa forma, qualquer fator que afete
negativamente a capacidade das mitocéndrias de gerar ATP (como é o caso da
DA) é provavel que tenha consequéncias negativas para o desenvolvimento e
funcao cerebral (MILLAR et al., 2005).

Em condicdes fisioloégicas, os nucleotideos estdo presentes no meio
extracelular em baixas concentragbes (DI VIRGILIO, 2001) e suas concentracdes

sdo reguladas por enzimas localizadas na superficie celular ou sollveis no meio
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intersticial, denominadas ectonucleotidases (ZIMMERMANN et al., 2007). Essas
concentragbes de ATP, ADP, AMP e adenosina séo influenciadas por inUumeros
fatores, tais como: secrecao e/ou lise celulares, efeito da diluicdo no espaco
extracelular e pela acdo catalitica das ectonucleotidases (MALMSJO et al., 2000).

A familia das ectonucleotidases inclui a familia das E-NTPDases (ecto-
nucleosideo trifosfato difosfoidrolase), a familia das E-NPPs (ecto-nucleosideo
pirofosfatase/fosfodiesterase), as fosfatases alcalinas, a E-5-nucleotidase e a
adenosina desaminase (ADA) (ROBSON et al., 2006; YEGUTKIN, 2008). Em
nosso estudo daremos destaque as E-NTPDases e a E-5’-nucleotidase, que podem
controlar a disponibilidade de ligantes como ATP, ADP e AMP a seus receptores
especificos. Essas enzimas atuam em conjunto e formam uma cadeia que tem
inicio com a acao da E-NTPDase e da E-NPP, essas catalisam a hidrolise do ATP e
do ADP formando AMP (ZIMMERMANN et al., 2007). A enzima E-5-nucleotidase
hidrolisa AMP formando a adenosina (Figura 5) (YEGUTKIN, 2008).
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Figura 5- Enzimas envolvidas na degradacao extracelular de nucleotideos e nucleosideos de
adenina, assim como seus receptores purinérgicos. Adaptado de (FIELDS e BURNSTOCK, 2006).

E- NTPDase € o termo utilizado para designar uma familia de enzimas
responsaveis pela hidrélise de nucleotideos tri e difosfatos (ZIMMERMANN, et al.

2012). Ja foram identificados oito membros dessa familia, sendo que eles diferem
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guanto a especificidade de substratos, distribuicdo tecidual e localizacédo celular
(Figura 6) (BIOGONNESE, 2004; SHI et al., 2001; ZIMMERMANN, et al., 2012).

A NTPDasel (ecto/CD39) foi a primeira enzima da familia da E-NTPDase a
ser estudada, e estad ancorada a membrana plasmatica via dominios hidrofébicos
através de duas regides transmembranas proOXimo ao grupamento amino e
carboxiterminal, com 0 seu sitio catalitico voltado para o meio extracelular
(ZIMMERMANN, 2001). Essa enzima hidrolisa o ATP e o ADP formando AMP na
presenca dos ions Ca?" e Mg?* (ROBSON et al.,, 2006). A NTPDase-1 é bem
caracterizada no SNC e em outros tecidos, como em plaquetas e em linfocitos
(SCHETINGER et al., 2001; LUNKES et al., 2003). As NTPDases 2, 3 e 8 também
estdo localizadas na membrana celular com um sitio catalitico voltado para a face
extracelular, enquanto que as NTPDases 4, 5 6 e 7 estdo localizadas na
membrana intracelular (ROBSON et al., 2006).
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Figura 6: Membros da Familia das NTPDases, adaptado de Robson e colaboradores (2006).
A E-5-Nucleotidase € uma enzima que pode ser encontrada solavel ou

ancorada a membrana plasmatica via uma molécula de glicofosfatidil inositol (GPI)
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com seu sitio catalitico voltado para o meio extracelular (Figura 7) (BIANCHI e
SPYCHALA, 2003). Ela pode estar presente na maioria dos tecidos, sendo
expressa na superficie de células nervosas, e nas sinapses durante o seu
desenvolvimento e remodelacdo (ZIMMERMANN et al., 1998). Essa enzima
catalisa a fosforilacdo de varios nucleotideos 5’- monofosfatados, tais como: CMP
IMP, UMP, GMP e AMP a seus respectivos nucleosideos (CUNHA, 2001).
Entretanto, foi demonstrado que a E-5-Nucleotidase hidrolisa mais eficientemente
o AMP, sendo dessa forma considerada a principal enzima responsavel pela
formacdo de adenosina (CUNHA, 2001; ZIMMERMANN, 2001). Sua atividade
catalitica é inteiramente ativada por cations divalentes e inibida por ADP, ATP e 5’-
a,B-metileno-difosfato. Sete subtipos de E-5-nucleotidases foram clonados, sendo
gue seis delas de localizacdo intracelular e uma na membrana plasmatica
(BIANCHI e SPYCHALA, 2003).

Ecto-5"-
Nucleotidase

NH.,

Figura 7: Estrutura da E- 5’-nucleotidase ancorada a membrana plasmatica via uma molécula
de GPI. Adaptado de Zimmermann (2001).

Considerando que a DA afeta o SNC, principalmente coOrtex cerebral e
hipocampo, em nosso estudo investigamos a atividade da enzima AChE e também
das ectonucleotidades, visto que essas enzimas estdo presentes no SNC e séo de
grande importancia para os processos de neurotransmissdo, neuromodulacao,

sinalizacdo celular, aprendizado e memoria (CUNHA E RIBEIRO, 2000;
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KAWASHIMA e FUGI, 2003; SCHETINGER et al., 2007). Além disso, ja tem sido
demonstrado que essas enzimas podem ser moduladas por compostos naturais em
varios modelos experimentais realizados em nosso laboratério (GUTIERRES et al,
2013; SCHMATZ et al., 2011; STEFANELLO et al., 2014).

Varios estudos mostram uma reducéo significativa nos niveis de vitamina D
(VD) em diversas doencas neurodegenerativas (ANNWEILER et al., 2010; SOILU-
HANNIENEN, 2013). Por isso, tornou-se relevante o estudo dos efeitos da VD na
DA.

A VD foi descoberta pela primeira vez durante a revolugao industrial, quando
a Inglaterra foi atingida por uma epidemia de raquitismo. Em 1918, Sir Edward
Mellanby propés que essa doenca tenha sido causada por uma deficiéncia
nutricional e como tratamento sugeriu que fosse utilizado o 6leo de bacalhau. Em
1922 o composto ativo (1,25-di-hidroxivitamina D), foi isolado pela primeira vez, por
McCollum e a partir desse momento ele ficou conhecido como VD. Dois anos
depois, pesquisadores de trés universidades descobriram que a luz solar é
indispensavel para a sintese de VD (HESS, 1924; HUME e SMITH, 1924;
STEEMBOCK, 1924). No inicio dos anos de 1930, o governo dos EUA criou uma
agéncia para fornecer recomendacfes para 0s pais sobre o efeito benéfico da
exposicao a luz solar na prevencao do raquitismo (HOLICK, 2006).

VD é um nome genérico dado a um grupo de esterdides lipossollveis cujas
duas principais formas sao a Vitamina D2 (ergocalciferol) e a Vitamina D3
(colecalciferol) (Figura 8), coletivamente chamadas de calciferol. A Vitamina D2
(VD2) é produzida por invertebrados, fungos e plantas na presenca de radiacéo
ultravioleta (UV). A vitamina D3 (VDs3), por outro lado, é produzida fotoquimicamente
na pele da maioria dos vertebrados, a partir de 7-dehidrocolesterol pela radiagéo
ultravioleta B (BOUILLON et al., 1998), porém ela também pode ser obtida através
da dieta (MEERZA et al., 2010).
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Figura 8: Estrutura da Vitamina D2 (A) e estrutura da Vitamina D3 (B), adaptada por
SACARAMENTO & SILVA (2006).

Ambas as vitaminas exercem seus efeitos biolégicos através da
transformacdo a forma hormonal da vitamina D, 1,25-dihidroxivitamina D
(1,25(0OH)2D3 ou calcitriol), via acdo da enzima 1a-hidroxilase. O calcitriol interage
com os receptores de VD (VDRs - Vitamin D receptors) e regula a expressao de
genes especificos, chamados de Elementos de Resposta a VD (VDRES) (Figura 9)
(LIU et al., 2009). Genes gue codificam a enzima 1a-hidroxilase sdo expressos no
encéfalo (EYLES et al.,, 2005). A VD deve ser convertida para a sua forma
biologicamente ativa para iniciar seus efeitos. Ela € transportada no sangue pela
proteina de ligacédo da VD (PAD) até o figado. No figado entéo, ela é hidroxilada no
carbono 25 (C- 25), resultando na formacao de 25-hidroxivitamina Dz (Vitamina D3).
A VDs é transportada para o rim onde novamente € hidroxilada pela enzima 1a-
hidroxilase (1aOHase), resultando na forma hormonalmente ativa da Vitamina D,
(Figura 10) (CHRISTAKQOS, 2010).
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Os receptores de Vitamina D (VDR) estdo localizados em cértex cerebral e
hipocampo de seres humanos (como mostrado na Tabela 1), significando

estruturas importantes para 0S processos cognitivos e de processamento de
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informacéo, sendo a sua deficiéncia associada com o aumento do tamanho dos
ventriculos, alteracdo no aprendizado e outros parametros comportamentais, bem
como doencas neurodegenerativas e deméncia (ANNWEILER et al., 2009). Além
disso, as enzimas que realizam a bioativacdo da VD3 estdo expressas em grande
guantidade em quase todas as regibes do SNC, principalmente nas regides CAL,
CA2, CA3 e giro denteado do hipocampo (EYLES, 2005), que sao areas
frequentemente afetadas por doencas neurodegenerativas, como a DA (CECKIC,
2009; FERNANDES DE ACREU, 2009).

Localizagc@o dos receptores para a Vitamina D

Tecido Tipo especifico de célula
Ossos Osteoblastos
Medula Ossea Mondcitos e Linfocitos T
Cérebro Hipocampo e Neurfinios selecionados
Coracao Eptélio

Melanoma, Carcinoma, leucemia, osteossarcoma,
Células Cancerosas carcinoma de célon, carcinoma de toredide medular,
adenocarcinoma pancreatico, carcinoma cervical,
adenoma pituitario, carcinoma vesicular, fibrossarcoma

Cartilagens Condricitos
Célon Eptélio
Intestino Eptélio
Rim Eptélio (proximal e distal)
Mlsculo Cardiaco Células do musculo cardiaco
Embrido Mioblasto
Mdsculo Liso Células do musculo liso
Pancreas Células B
Fituitarias Somatotroficas
Pele Epiderme
Testiculos Tlbulos Seminiferos
Timo Linfocitos T

Tabela 1: Localizacdo dos receptores da Vitamina Dz, adaptado por MINGHETTI &
NORMAN (1988).

A principal fonte de VD para a maioria dos seres humanos é a exposi¢ao a luz
solar (HOLICK, 2003). Poucos alimentos contém naturalmente a VD, incluindo os
peixes oleosos como salmao, cavala, e arenque e 6leos de peixe, incluindo o éleo
de figado de bacalhau (Figura 11). Nos Estados Unidos, o leite, alguns produtos de
sumo, alguns péaes, iogurtes, e queijos sao fortificados com VD. Multivitaminas

contendo 400 Ul de VD e suplementos contendo VD estédo disponiveis em varias
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guantidades incluindo 400, 1000, 2000, 4000, 5000 e 50.000 Ul de VDs. A forma
farmacéutica de VD nos Estados Unidos é VD2 e esta disponivel como 50.000 Ul
de VD2 em cépsula ou 8000 Ul VD2/ mL (HOLICK, 2006; 2007). No Canada,
Europa, Japdo e india, a VD3 esta disponivel como um produto farmacéutico
(HOLICK e CHEN, 2008).

Figura 11: Fontes de Vitamina D. (http://longidade.blogspot.com.br/2013/04/alimentos-ricos-

em-vitamina-d.html.Acessado em: 16.04.2014)

A deficiéncia da VD3 pode ocorrer através da diminuigdo da penetracdo da
radiacdo UVB na pele o que ira afetar sua sintese cutanea (CHEN, 2007). Ela pode
ser relacionada com inumeras doencas neuroldgicas, tais como: Doenca de
Parkinson, Esclerose Mdltipla (ANNWEILER et al., 2010; SOILU-HANNIENEN,
2013; WILKINS et al, 2006), aléem de também poder ser associada ao

comprometimento cognitivo em pacientes com a DA (ANNWEILER et al, 2010;
PRZYBELSKI e BINKLEY, 2007; OUDSHORN et al, 2008; WILKINS et al., 2006).
Um estudo realizado com mais de 1.000 homens idosos demonstrou um baixo nivel
sérico de VD. Esses homens receberam acompanhamento onde foi observado um
declinio cognitivo ocorrendo de 4 a 6 anos ap0s a realizacdo dos exames (SLININ
et al., 2010). Outro estudo realizado em individuos com insuficiéncia de VD (VD3 <

20 ng/ml) relatou que esses individuos possuiam o dobro do risco de desenvolver a
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DA quando comparados com pacientes com estado suficiente de VD (BUELL et al,
2010).

Estudos indicam que a VDs, além de seu papel na regulacdo da homeostase
do calcio e fosfato e da formacéo 0ssea, também possa estar envolvida na funcéo
de neuroprotecdo (GARCION et al.,, 2002). Em seres humanos e em animais, a
VD3 é considerada um horménio neuroesteréide que pode regular a
neurotransmissao, neuroprotecdo, neuroimunomodulacdo e diversos processos
cerebrais (BUELL e DAWSON, 2008; KALUEFF e TUOHIMAA, 2007). Essa
vitamina pode também estimular o crescimento neuritico em células de
neuroblastoma humanos e promover o aumento da densidade hipocampal de
linhas celulares progenitoras em ratos (MCCANN e AMES, 2008).

Além disso, estudos mostram o envolvimento da VD na plasticidade sinaptica
(Eyles et al., 2007) e no aumento significativo da atividade da colina
acetiltransferase (ChAT) cuja funcéo é a de sintetizar a ACh (SONNENBERG et al.,
1986). Dessa forma, a VD3 pode regular fatores neurotréficos e os niveis de
neurotransmissores.

Um estudo realizado por Dursun et al., (2011) mostrou o tratamento de
neurénios com VD3 revelou que este neuroesteroide pode proteger os neurdnios
contra a toxicidade induzida pelo peptideo B-amildéide. A suplementacdo de VD
pode proteger esses neurdnios, uma vez que regula a sintese de neurotrofinas,
estabelece homeostase do calcio através de canais de calcio e previne o estresse
oxidativo via controle de algumas etapas de desintoxicacdo (CEKIC, 2009;
BREWER, 2006; GARCION, 2002; GEZEN- AK, 2007, ALMERAS, 2007).

Na DA, assim como em outras doencas neurodegenerativas a VDs atua no
SNC, através de seus receptores (VDRS), realizando a homeostase do célcio e de
fésforo, regulando assim a neurotransmissdo, (DURSUN et al., 2010, 2013;
GEZEN- AK et al., 2007, 2012; WANG et al., 2012).

Considerando que a DA é uma das principais causas de deméncia em idosos
em todo o mundo, e que novas terapias para a prevencao dessa doenca possuem
um importante papel social, mostrou-se relevante investigar os efeitos da VD3
sobre as alteragdes comportamentais e bioquimicas encontradas em um modelo de
DETA em ratos.
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2. Objetivos




2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da vitamina D3 sobre as alteragbes
comportamentais e o envolvimento das enzimas AChE, E-NTPDase e 5’-Nucleotidase de

ratos submetidos a um modelo de deméncia esporadica do tipo Alzheimer em ratos.

2.2 Objetivos Especificos

* Analisar os efeitos da administragdo da VD3 sobre a memoéria no modelo em
estudo;
» Determinar alteracdes na atividade da AChE em sinaptossomas do hipocampo

em um Modelo de Deméncia Esporadica do Tipo Alzheimer;
* Verificar alteracdes na atividade das enzimas E-NTPDase e E-5-nucleotidase

em sinaptossomas do hipocampo de ratos submetidos a um modelo experimental de

Deméncia Esporadica do Tipo Alzheimer, tratados com VDs.
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3. Manuscrito
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Abstract

The aim of this study was to investigate the effects of VDs treatment in behavioral
parameters and in the AChE, NTPDase, 5’-Nucleotidase activities in hippocampus
of rats to experimental model Sporadic Dementia of Alzheimer's Type (SDAT)
indiced bu Streptozotocin (STZ). For this, male Wistar rats were used and divided
into 8 groups: Vehicle, Vitamin Dz 12.5 pg/kg (12.5VD), Vitamin Dz 42 pg/kg
(42VvD), Vitamin D3 125 pg/kg (125VD), Streptozotocin (SDAT), Streptozotocin plus
Vitamin D3 12.5 pg/kg (SDAT+VD12.5), Strepzotocin plus Vitamin Dz 42 pg/kg
(SDAT+VD42) and Streptozotocin plus Vitamin D3 125 pg/kg (SDAT+VD125). The
VD3 treatment was done orally for 21 days and began after the recovery period.
Behavioral parameters of Open Field and Objection Recognition were performed for
3 days after VD3 treatment. On the 24" day, animals were anesthetized and
euthanized. A memory deficits in STZ group has been found, however, the
treatment with VD3 shown to be effective in the preventing of loss of memory
(P<0.05). Regarding the AChE activity was found increased in the hippocampus in
STZ group, and this increase was attenuated by administration of VD3 (P<0.05).
Animals of group with Dementia also showed a reduction in ATP hydrolysis and VD3
was able to prevent this effect (P<0.05). Furthermore, VD3 was able to reverse the
increase in the hydrolysis to ADP and the decrease in AMP hydrolysis by STZ-icv.
Thus, this study showed that administration of VD3 is capable of maintaining
cholinergic neurotransmission, the homeostasis of the purinergic system as well as

improve memory in animals with SDAT.

Key words: Dementia, Vitamin Ds, Acetylcholinesterase, ectonucleotidases,

memory, learning, rats.
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Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is the main cause of dementia in elderly (Emilien et
al. 2004). Typically, this disease leads to progressive cognitive loss and memory
(Gutierres et al. 2014). Intracerebroventricular injection of Strepzotocin (icv-STZ) in
rats has been used as a model of Sporadic Dementia of Alzheimer’'s type (SDAT)
(Tota et al. 2010), since it replicates many pathological processes in AD, such as
impaired brain glucose and energy, leading to deficits in learning and memory

(Awasthi et al. 2010).

Studies shown that deficiency in cholinergic function is concerning in AD,
especially in hippocampus, since this is an essential area to process learning and
memory (Anand and Singh 2013). Furthermore, the hippocampus displays a loss of
cholinergic markers, especially in choline acetyltranferase (ChAT) and
acetylcholinesterase (AChE) activity, and in postmortem tissue from AD patients
(Bowen et al. 1982). AChE is an important regulatory enzyme found mainly in

muscles, erythrocytes and cholinergic neurons (Paleari et al. 2008).

Another import system that modulates the central nervous system (CNS) is the
purinergic system. Others crucial enzymes for CNS are the NTPDase and 5’-
Nucleotidase, many studies have reported that may be involved in several
physiological processes such as neurotransmission, neuromodulation and brain
development (Burnstock 2006a; Abbracchio et al. 2008). The purinergic system's
behavior measured mainly by extracellular nucleotide adenine. The nucleotide

adenosine triphosphate (ATP), adenosine diphosphate (ADP) and nucleoside
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adenosine (ADO) are important signaling molecules (Schetinger et al. 2007). ATP is
an excitatory neurotransmitter at the purinergic synapses and it may also be co-
released with other neurotransmitters, such as acetylcholine (Ach) and
norepinephrine (Burnstock 2006a), while adenosine acts on neuromodulation,
regulating the release of various neurotransmitters such as glutamate and Ach that
be essential for synaptic transmission (Mazzanti et al. 2009). The enzymes E-
NTPDase (Ecto-Nucleoside Triphosphate Diphosphohydrolase) and E-5'-
Nucleotidase perform control of extracellular nucleotide adenine levels (Yegutkin
2008). E-NTPDase promotes the hydrolysis of ATP and ADP in AMP (Zimmermann
et al. 2007) and E-5-Nucleotidase promotes hydrolysis of AMP in adenosine

(Yegutkin, 2008).

Recent studies have shown that Vitamin Ds (VDs) has numerous functions in
the CNS and is also known as a “neurosteroid” (Gezen-Ak et al. 2013). Its
deficiency may be present in individuals that suffer from mood disorders,
Parkinson’s Disease (PD), AD, and cognitive decline (Oudshoorn et al. 2008;
Wilkins et al. 2006). VDs, which is a steroid hormone, exerts its effects through its
nuclear hormone receptor, also known as the vitamin D receptor (VDR). Recently, it
has been shown that VDR and the enzymes which perform the bioactivation of
vitamin D are abundantly expressed in CNS, especially in areas affected by
neurodegenerative disorders such as the cortex and hippocampus (Fernandes de

Abreu et al. 2009).

Based on the abovementioned, this study was performed in order to contribute
to the understanding of the involvement of VD3 in reversing the damage caused by

icv-STZ in synaptosomes of hippocampus of rats. It's important to note that the
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current study is the first one evaluating the role of VD3 in memory and in
ectonucleotidases, as well as AChE activities in a model of SDAT induced by icv-

STZ in rats.

Material and Methods
Chemicals

Acetylthiocholine iodide, Percoll, HEPES, 5,5’- dithio-bis-2-nitrobenzoic acid
(DTNB), tris-(hydroxymethyl)-aminomethane GR, coomassie brilliant blue G,
nucleotides, streptozotocin and 25 hydroxyvitamin Ds were obtained from Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). All other reagents used in the experiments

were of analytical grade and of the highest purity.

Animals

A sample of 56 male Wistar rats (3 months year old) weighing 350-400 g were
used. They were kept in the Central Animal House of the Federal University of
Santa Maria in colony cages at a room temperature of 25+2 °C and relative humidity
45-55% with 12 h light/dark cycles. They had free access to standard rodent
pelleted diet and water ad libitum. All procedures were carried out according to the
NIH Guide for Care and Use of Laboratory Animals, and Brazilian Society for
Neuroscience and Behavior (SBNeC) recommendations for animal care. This task
was approved by the ethical committee of the Federal University of Santa Maria

(protocol under number: 102/2013).

Induction of Sporadic Dementia of Alzheimer’s Type
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Animals were anesthetized with ketamine and xylazine (0.5 mg/kg)
intraperitonially. The head was placed in position in the stereotaxic apparatus and a
midline sagittal incision was made in the scalp. The stereotaxic coordinates for the
lateral ventricle (Paxinos and Watson 1986) were measured accurately as anterio-
posterior-0.8 mm, lateral 1.5 mm and dorso-ventral, -4.0 mm relative to bregma
and ventral from dura with the tooth bar set at 0 mm. Through a skull hole, a 28-
gauge Hamilton® syringe of 10 pL attached to a stereotaxic apparatus and piston of
the syringe was lowered manually into each lateral ventricle. The SDAT groups
received bilateral icv injection of streptozotocin (3 mg/kg, body weight) which was
dissolved in citrate buffer (pH 4.4) (Tiwari et al. 2009). The concentration of STZ in
citrate buffer was adjusted so as to deliver 5 yL/injection site of the solution. Rats in
the control group received icv injections of the same volume of citrate buffer as in
the STZ treated. After surgery, the animals took approximately 1-2 h to recover from
the anesthesia. The rats were kept in cages inside a well-ventilated room at 25 *
3°C and all animals had access to food and water ad libitum. Food and water was
placed inside the cage for 3 days so that the animals could easily access them
without any physical trauma due to operation. For 3 days after the surgery, the

animals received dipyrone 25 mg/kg, from 8 to 8 h.

Treatment with Vitamin D3

Animals were randomly divided into eight groups of 7 animals each: Vehicle,
Vitamin D3 12.5 pg/kg (12.5VD), Vitamin D3 42 pg/kg (42VD), Vitamin D3 125 pg/kg
(125VD), Streptozotocin (SDAT), Streptozotocin plus Vitamin Ds 12.5 pg/kg
(SDAT+VD 12.5), Streptozotocin plus Vitamin Ds 42 pg/kg (SDAT+VD 42),

Streptozotocin plus vitamin Ds 125 pg/kg (SDAT+VD 125). Three days after the
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procedure the animals received the compound by gavage diluted in corn oil at
different doses (12.5, 42 and 125 pg/kg body weight) with VD3 (1 ml/kg) daily for 21
days (around 10 am). The doses of Vitamin Ds were chosen based on studies
indicating neuroprotection (Borges et. al 2002; Santos and Vianna 2005). Control

groups received only corn oil as vehicle (Scheme 1).

Behavioral testing

Open field

The Open Field test was conducted to habituate the animals to the test space.
In the twenty-first day of treatment, the animals were transferred to a box of 56 x 40
x 30 cm, with the floor divided into 12 squares measuring 12x12 cm each for the
evaluation of the open field task as described previously (Rubin et al. 2000). The
open field session lasted five minutes and during this time, an observer, who had no
knowledge of pharmacological treatments, recorded the number of crossings and

the number of rearing responses.

Object recognition memory task

The Object Recognition paradigm was used to assess declarative memory in
rats as described by Ennaceur and Delacour (1988). Following the twenty-first day
and after the surgery, the animals underwent their first exercise, where they were
individually placed in the open field containing two different objects (A and B) and
allowed to explore them freely for 10 min. The animals were then removed and 24 h
after the training session was done, we performed the retention test. In these 5 min
test sessions, rats were individually reintroduced into the open field where one of

the objects presented during training was randomly replaced by a new one (A and
50



C). The time spent exploring each object was measured by an observer who did not
have any knowledge of pharmacological treatments and results are expressed as

percentage of the total time of exploration.

Brain tissue preparation

After behavioral tests, animals were anesthetized with halothane and
submitted to euthanasia for decaptation. Was removed 2 ml of blood for analysis of
VDs. The cranium was opened and the cerebral hippocampus was removed and
placed in a solution of Medium | at pH 7.5, under ice. The brain hippocampus was
homogenized in a Potter glass.

Synaptosomes were prepared as described by Dunkley et al. (1986). The
hippocampus was homogenized in Medium | (0.25 mM sucrose and 10 mM HEPES
- pH 7.4) and the homogenate was centrifuged for 3 min at 2000 x g at 4°C. The
supernatant was centrifuged again at 9500 x g for 13 min. Then, the pellets were
resuspended in 2 ml of sucrose 0.25 M and 10 mM of HEPES (pH 7.4) and placed
on 3 ml of Percoll gradient containing 0.32 M sucrose, 1 mM EDTA, 0.25 mM
dithiothreitol and 3, 10, or 23% Percoll, pH 7.4. The gradients were centrifuged at
25000 x g for 11 min at 4°C. The synaptosomes were collected between bands 10
and 23% and diluted with 15 ml of HEPES (140 mM NaCl, 5 mM KCI, 5 mM
NaHCOs , 1.2 mM NaH2PO4 , 1 mM MgClz , 10 mM glucose and 10 mM HEPES,
pH 7.4). After centrifugation 22000 x g for 11 min at 4°C, the pellet was removed
and resuspended in an isosmotic solution and the final protein concentration was
adjusted to 0.8 mg/ml using the coomassie blue method utilizing bovine serum

albumin (1 mg/ml) as a standard (Bradford 1976). Synaptosomes were prepared
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fresh daily, maintained at 4°C throughout the procedure and used for enzymatic

assays.

Lactate dehydrogenase

The integrity of the synaptosome preparations was confirmed by determining
the lactate dehydrogenase (LDH) activity, which was obtained after synaptosome
and platelet lysis with 0.1 % Triton X-100 and comparing it with an intact

preparation, using the Labtest kit (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brazil).

AChE activity in synaptosomes from hippocampus

The AChE enzymatic assay was determined by a modification of the
spectrophotometric method of Ellman et al (1961), as previously described by
Rocha et al (1993). The reaction mixture (2 ml final volume) contained 100mM K*-
phosphate buffer, pH 7.5 and 1mM 5,5’dithiobisnitrobenzoic acid (DTNB). The
method is based on the formation of the yellow anion, 5,5dithio-bis-acid-
nitrobenzoic, measured by absorbance at 412nm during 2 min incubation at 25°C.
The enzyme (40-50ug of protein) was pre-incubated for 2 min. The reaction was
initiated by adding 0.8mM acetylthiocholine iodide. All samples were run in duplicate

or triplicate and the enzyme activity was expressed in pmol AcSCh/h/mg of protein.

E-NTPDase and E-5-Nucleotidase activities in synaptosomes from
hippocampus

E-NTPDase activity was determined according to Schetinger et al (2000),
whereas the E-5'-nucleotidase activity was determined according to Heymann et al.

(1984). The E-NTPDase enzymatic assay of the synaptosomes was carried out in a
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reaction medium containing 5 mM KCI, 1.5mM CaClz, 0.1mM EDTA, 10mM
glucose, 225 mM sucrose and 45 mM Tris - HCI buffer, pH 8.0, in a final volume of
200 pul as described in a previous study from our laboratory. The E-5’-nucleotidase
activity was determined essentially by the method of Heymann et al. (1984) in a
reaction medium containing 10 mM MgSO4 and 100mM Tris - HCI buffer, pH 7.5, in
a final volume of 200 yl. Synaptosomes 20 pL of enzyme preparation (8-12 mg of
protein) was added to the reaction mixture and pre-incubated at 37 °C for 10 min.
The reaction was initiated by addition 20 pl ATP or ADP (10 mM) or AMP (20 mM)
and the incubation time was 20 min. In all cases, the reaction was stopped with 200
pl of 10% trichloroacetic acid and the release of inorganic phosphate was measured
by the method of Chan et al. (1986). The NTPDase and 5’-Nucleotidase were

expressed as nmol Pi/min/mg of protein.

Serum levels of Vitamin D3 (VDs3)
The serum levels of 1,25(0OH)2D (VD3) were evaluated by radioimmunoassay
kit (DiaSorin, Stillwater, MN); with varying coefficient (VC) intraassay of 8.6% the

12.5% e VC interassay of 8.2% the 11.0%.

Statistical analysis

The statistical analysis used in behavioral tasks was test of Newman Keuls
(one-way ANOVA) non- parametric data. Parametric data was analyzed by two-way
ANOVA followed by Bonferroni test and considered p <0.05 or p <0.001 as

statistically significant in all experiments.
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Results
Serum levels of Vitamin D3 (VD3)

Table 1 shows the serum levels of Vitamin D3 (VD) in rats with SDAT. It was
found a significant increase in serum levels of VD3 in 42VD and 125VD group when
compared with vehicle and 12.5VD groups. Similar results were observed in

SDAT+VD42, and SDAT+VD125 when compared with SDAT and SDAT+VD12.5.

Vitamin D3 prevents the impairment of memory induced by STZ

As it can be observed in Figure 1, rats with Sporadic Dementia of Alzheimer
Type (SDAT) and treated with Vitamin D3 (VD), showed significant SDAT versus
VD3 interaction [F(1,35) = 11.54; P<0.05] for object recognition. The groups SDAT,
SDAT+VD12.5 and SDAT+VD42 presented a significant decrease in memory when
compared with vehicle (Fig. 1, P<0.05). However, the SDAT+VD125 group reversed

the decrease in memory when compared with SDAT.

Vitamin D3 prevents the increase in AChE activity induced by STZ

Figure 2 shows AChE activity in synaptosomes from cerebral hippocampus.
Statistical analysis showed a significant interaction between SDAT and VDs [F(2,50)
= 18.92; P<0.05]. Post hoc comparisons revealed that AChE activity was
significantly increased in cerebral hippocampus synaptosomes of SDAT (153%
activation) when compared with the vehicle (P<0.05). However, AChE activity in
groups SDAT+VD12.5, SDAT+VD42 and SDAT+VD125 was significantly

decreased (34, 52 and 54%, respectively) (P<0.05) when compared with SDAT.
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Vitamin D3 regulates E-NTPDase and E-5’-nucleotidase alteration induced by
STZ

The results of the present study demonstrate that the cascade of ecto-
enzymes was altered in SDAT treated with VDs. Figure 3 shows the results
obtained for E-NTPDase and E-5-nuclecotidase activities. Statistical analysis
showed a significant SDAT versus VDs interaction [F (2,42) = 8.55; P<0.05] for ATP
hydrolysis in synaptosomes from hippocampus. Post hoc comparisons revealed that
E-NTPDase (hydrolyzing ATP) activity in SDAT group was significantly lower when
compared with the vehicle group (59%) (P<0.05) (Fig. 3a). On the other hand,
hydrolyses of ATP in animals SDAT+VD125 increased significantly when compared
with the SDAT group (155%).

In relation to ADP hydrolysis, two-way ANOVA showed a significant SDAT
versus VD3 interaction [F (2, 42) = 8.55; P<0.05]. Post hoc comparisons revealed a
significant increase (129 %) in ADP hydrolysis in SDAT when compared with
vehicle (Fig. 3b). On the other hand, the groups of 12.5VD, 42VD and 125VD
reversed the increase in the ADP hydrolysis (58, 61, and 78%, respectively) when
compared with the SDAT group (P<0.05). Moreover, the group SDAT+VD125
presented a significantly decrease (50 %) in ADP hydrolysis when compared with
vehicle.

Figure 3C shows the results obtained for the E-5-nucleotidase activity.
Statistical analysis revealed a significant SDAT versus VD3 interaction [F (2, 41) =
2.56; P<0.05] for AMP hydrolysis. Post hoc comparisons revealed that AMP
hydrolysis was decreased (59%) in the SDAT when compared to the vehicle. In
groups SDAT+VD42 and SDAT+VD125 this compound reversed the increase in

AMP hydrolysis (92, 140, and 173 %, respectively) when compared with the SDAT
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group. However, in group 125VD an increase was found when compared with

vehicle and SDAT.

Discussion

Studies have reported higher prevalence of VDs deficiency in Alzheimer
Disease (AD) patients, and individuals with VD3 insufficiency (25-dihydroxyvitamin
D3 < 20 ng/mL) had double the risk of having AD comparing to individuals with
sufficient VD3 status (Buell et al. 2010). Furthermore, VD3 deficiency has been
found to be associated with cognitive impairment in AD patients and general
population (Annweiler et al. 2010; Oudshoorn et al. 2008; Przybelski and Binkley
2007; Wilkins et al. 2006). Moreover, low levels of VD3 plasma were suggested to
be associated with mood disorders, dementia, mild cognitive impairment, AD, or
cognitive decline (Annweiler et al. 2010, 2012). In this sense, we found a significant
increase in the levels of VD3 in plasma (Table 1) in the groups that received the
higher doses (VD42, VD125 and SDAT+42, SDAT+125) when compared with
vehicle and the groups that received doses of VD 12.5 pg/kg.

According to other studies, patients with AD have impairment in memory,
learning, behavior and emotional responses (Anand and Singh 2013; Tota et al.
2010). A subdiabetogenic dose of STZ (3mg/kg) to rodents caused progressive
memory impairment, loss and synaptic dysfunction (Pinton et al. 2010). Our results
also indicated that icv-STZ impaired memory in rats trained in the object recognition
task. Interestingly enough, we found out that VD3 at 125 pg/kg for 21 days did not
affect per se the memory of rats, but prevented the memory deficits induced by icv-
STZ (Figure. 1), as shown by the object recognition task.
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Associated to damage in memory, icv-STZ injection (SDAT group) was able to
increase significantly the AChE activity in synaptosomes of hippocampus in all
tested groups (Figure 2). This finding is in conformity with the previous studies
showing that increase in AChE activity is related to icv-STZ administration
(Awasthi et al. 2010; Tota et al. 2009, 2010; Gutierres et al. 2014). However, we
also observed that VD3 was able to prevent the AChE upregulation in
synaptossomes from hippocampus of SDAT animals, without affecting per se the
AChE activity. This effect most likely may occur due to abnormalities of nicotinic
acetylcholine receptor function in the hippocampus caused by icv- STZ that may
lead to cognitive and memory impairments (Pinton et al. 2013).

Similarly to the alterations observed in the AChE activity, another important
aspect to be discussed here is the effect of VD3 in the hydrolyses of adenine
nucleotides in synaptosomes of the hippocampus in SDAT. The icv-STZ injection
impairs energy metabolism and reduces ATP levels in the hippocampus and
cerebral cortex of rats (Gutierres et al. 2014). It is known that the worsening of
mitochondrial function and reduction of ATP levels are pathological conditions
found in neurodegenerative diseases such as AD, which are closely linked to the
decline of cognitive processes (Ferrer 2009; Hauptmann et al. 2009).

In the Central Nervous System (CNS), the E-NTPDase is an important enzyme
involved in the purinergic neurotransmission (Zimmermann et al. 2007). Our
results revealed a decrease in the ATP hydrolysis and increase in ADP hydrolysis
by E-NTPDase activity in synaptosomes of hippocampus in the SDAT group, this
suggests that an increase of extracellular ATP in the synaptic cleft can impair
purinergic signaling (Figure 3). Based on these findings, we believe that the effects

found in the hippocampus may be related to the activity of different enzyme
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isoforms. Furthermore, disturbances on the ATP levels may impair processes such
as the establishment of the neuronal long-term potentiation (LTP) (Fujii 2004;
Wieraszko and Ehrlich 1994; Yamazaki et al. 2003) affecting memory formation
(Cooke and Bliss 2006; Howland and Wang 2008; Lovinger 2010). Consequently,
this increased in the ATP extracellular observed in the SDAT group may stimulate
an increase in intracellular calcium levels which could cause significant neuronal
damage and loss of memory (Biesselss 2002; Sperlagh 2006).

In the brain, it was also observed that SDAT groups decreased the activity E-
5'-nucleotidase activity and VDs 125 pg/kg per se increase the activity of this
enzyme. The activity of this enzyme is very important because it leads to the
production of extracellular adenosine (Burnstock 2006 a,b; Robson et al. 2006;
Schetinger 2001). The E-5-nucleotidase and adenosine deaminase are key
enzymes in the regulation of extracellular levels of adenosine in the synaptic cleft.
A decrease of E-5"-nucleotidase activity reduces the adenosine formation, and the
depletion of extracellular adenosine may disrupt memory formation since
adenosine has been reported as an important neuromodulator in the
establishment of LTP and long-term depression (LTD), as well as in synaptic
plasticity (de Mendonca and Ribeiro 1997; de Mendonca et al. 2002).

Interestingly, when VD3 was associated with SDAT it was able to prevent the
alteration observed in the E-NTPDase and E-5-nucleotidase activity when
compared to the vehicle. The possible mechanism by which VD3 acts on these
enzymes needs to be further investigated, but we may suggest that considering
the external localization of the E- NTPDase catalytic site and its Ca?* requirement
for enzyme activity, VD3 may arbitrate its neuroprotective effect, inducing the

synthesis of Ca?*-binding proteins (Viragh et al. 1989). Moreover, it is possible that
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VDs directly regulates the ectonucleotidase activity despite the interaction with
Ca?*-binding proteins.

Regarding our results, the present study demonstrates alterations in
nucleotide hydrolysis and AChE activity in rats with SDAT, suggesting that these
alterations may be the cause of memory loss observed. On the other hand, the
treatment with VD3 was able to restore these alterations and probably the calcium
homeostasis since this hormone may exhibit important neuroprotective actions via
Ca?* metabolism. In this case, we may speculate that VDz may be considered an
important candidate to be used as adjuvant therapy to conventional treatment for

Alzheimer’s Disease.

Conclusion

The Injection icv-STZ caused impaired in memory gain of animals, increase
in AChE activity and change in E-NTPDase and in E-5’-Nucleotidase. The treatment
with VD3 was able to prevent deficits in memory and reversed the increase in AChE
suggesting a neuroprotective effect of this compound. However, the VD3 reversed
changes caused by STZ in E-NTPDase and in E-5-Nucleotidase, probably because
the VD3 mediates its effects through the induction of synthesis of binding protein to

Ca?*.
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Legends

Scheme 1. Chemycal struture of Vitamin Ds [25- Hydroxyvitamin Dz or (C27H402)] (A);
Struture of Streptozotocin [N-(methylnitrosocarbamoyl)-a-D-glucosamine or (CsHisN3O7)]
(B); Schematic representation in days of the experimental design (C). Day 0 indicates

the day of the surgery (icv- STZ infusion).

Table 1. Serum levels of Vitamin D3 (VD) in rats treated in doses of 12.5; 42 and 125
pno/kg and submitted the icv-STZ (3mg/kg) injection. *Denotes significant difference to
Vehicle, 12.5VD, SDAT and SDAT+VD12.5. Data are reported as means + S.E.M. with +
7 rats for group. Two-way ANOVA followed by Newman Keuls test.

Figure 1. Object Recognition index of rats with SDAT and Vitamin D3 treated (VD) in
different doses (ug/Kg). *Indicates significant difference from Vehicle (P<0.05),
#Indicates significant difference from SDAT (P<0.05). Data are reported as means *

S.E.M. with + 7 rats for group. Two-way ANOVA followed by Newman Keuls test.

Figure 2. AChE activity in hippocampus synaptossomes of rats with Sporadic Dementia
of Alzheimer Type (SDAT) and treated with Vitamin Dz (VD) in different doses (ug/ kg).
*Indicates significant difference from the vehicle (P<0.05). “Indicates significant
difference from SDAT (p<0.05). Each column represents mean + SEM (n=7). Results are

expressed as umol AcSCh/mg protein (Two- way ANOVA followed by Bonferrni test).

Figure 3. ATP (A), ADP (B) and AMP (C) hydrolysis in rats with Sporadic Dementia of
Alzheimer Type (SDAT) and treated with Vitamin D3 (VD) in different doses (ug/Kg).
*Indicates significant differences from the vehicle (P<0.05). “Indicates significant
differences from SDAT (P<0.05). Each column represents mean + SEM (n=7). Results
are expressed as nmol Pi/min/mg of protein (Two-way ANOVA followed by Bonferroni
test).

70



SCHEME 1
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FIGURE 3
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4. Conclusoes
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Conclusoes

1) A injecdo icv- STZ prejudicou a aquisicdo de memoadria nos
animais, sendo que o tratamento com VD3 foi capaz de diminuir os déficits de
memoaria encontrados neste modelo, sugerindo um efeito neuroprotetor deste
composto.

2) Foi observada um aumento na atividade da enzima AChE nos
animais que receberam a injecdo de STZ. Podemos sugerir que a injecdo de
icv-STZ causa anormalidades na funcéo do receptor nicotinico de acetilcolina
em hipocampo o que também poderia levar a problemas cognitivos e de
memoria.

3) Observamos uma diminui¢do na hidrélise de ATP e um aumento na
hidrélise de ADP no hipocampo dos animais com deméncia. A administracdo
da VD3 foi capaz de reverter essas alteracdes observadas na enzima E-
NTPDase. Além disso, esses animais apresentaram também uma reducédo na
atividade da enzima E-5-Nucleotidase, sendo que a VD3 também foi capaz de
reverter essa diminuicdo, sugerindo também que a VDs pode regular
diretamente a atividade das ectonucleotidases.
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